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1 Abstrakt 
Formålet med dette projekt er at undersøge, om det er muligt at klassificere forskellige  
druetyper i rødvine ved hjælp af kemiske analysemetoder som ultraviolet/visuel spektroskopi, 
UV/Vis, infrarød spektroskopi, IR, og high performance liquid chromatography, HPLC. 
Problemstillingen er blevet belyst ved hjælp af forsøgsresultater fra eksperimenter på 
Nationallaboratoriet for Bæredygtig Energi på Risø DTU og Roskilde Universitetscenter, 
samt ved litteraturstudier. 
 
I projektet undersøges fire forskellige rødvine for at identificere forskellene mellem 
druetyperne, Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot og Pinot Noir. Der gennemføres en række 
eksperimenter ved brug af metoderne UV/Vis, IR og HPLC, hvor UV/Vis-testene blev udført 
med ikke pH-justerede og pH-justerede vin. Derudover udføres reproducerbarhedstest og en 
subjektiv vurdering af vinene. Afslutningsvis afprøves UV/Vis-resultaterne ved udførelse af 
blindtest på en ny Merlot vin fra et andet kontinent. 
 
Det kan herved konkluderes, at det er muligt at skelne mellem druetyperne ved hjælp af 
HPLC-spektre. Ud fra analysemetoden UV/Vis kan de fire vine klassificeres efter druetype 
ved brug af computerbaseret dataanalyse. IR-spektrene viste ingen signifikant forskel mellem 
vinene. Resultatet af blindtesten viste tendens til bedre klassificering af vine ved pH 4,5. 
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2 Abstract 
English title: CHEMICAL ANALYSIS OF RED WINE  
The intention of this project is to investigate the possibility of classification of different types 
of grapes in red wine by the means of chemical analysis such as ultraviolet/visible 
spectroscopy, UV/Vis, infrared spectroscopy, IR, and high performance liquid 
chromatography, HPLC. The query was clarified through experimental results obtained at The 
National Laboratory for Sustainable Energy at Risø DTU and Roskilde University and by 
literature studies.  
 
Four different kinds of grapes in red wine were examined with the aim of locating any 
significant differences in their composition. The grapes are Cabernet Sauvignon, Malbec, 
Merlot and Pinot Noir. A series of experiments were performed, using the methods UV/Vis, 
IR and HPLC. The experiments involving the UV/Vis method were performed at various pH-
values. Also a reproducibility test and a subjective visual assessment were performed. At the 
end of the experimentations the UV/Vis results were tested by performing a blind test with a 
new Merlot wine from a different continent.  
 
The conclusion is that it is possible to identify differences in the HPLC spectra. By use of 
UV/Vis analysis and computer based data processing it is possible to classify the four types of 
grapes in red wine. The IR spectra did not show any significant differences among the wines. 
The results of the blind test showed a tendency towards a better classification of wines at pH 
4.5.  
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3 Forord 
Vi har gennem vores projekt haft kontakt til mange mennesker, som vi gerne vil takke. Tak til 
seniorforsker Jimmy Bak og laborant Tanja Begovic fra Nationallaboratoriet for Bæredygtig 
Energi på Risø DTU for deres idéer og inspiration til at skrive om dette emne.  
Vi vil også takke lektor Torben Lund, lektor John Mortensen og laborant Jacob Krake, for at 
vi måtte anvende deres udstyr og trække på deres kompetencer med henblik på 
laboratoriearbejde og databehandling, det har været en stor hjælp i vores projektforløb.  
 
Projektet er opdelt i hovedtekst, bilag og appendiks. Mange af vores forsøgsresultater vil 
fremgå af bilag, da vi på denne måde opnår en bedre kvalitet af vores spektre, end hvis disse 
skulle passes ind i brødteksten. Appendiks er ment som ekstra materiale til dem, der ønsker et 
dybere kendskab til vores arbejde. 
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5 Indledning 
Mange mennesker menes at kunne smage forskel på vine, og vinsmagning er blevet en 
anerkendt disciplin. I dette projekt vil vi undersøge, om det kun er rent subjektivt, at man kan 
detektere en forskel på vine, eller om det er muligt at opstille en model til at kende forskel på 
forskellige vine. Vores projekt tager udgangspunkt i fire vine brygget på fire forskellige 
enkelte druer: Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot og Pinot Noir. Vinene er valgt ud fra et 
kriterium om at finde differentierede vine lavet på druer, der er kendt af mange. Vi har derfor 
gået efter Pinot Noir druen, der er en lys drue, og Malbec druen, der også går under navnet 
den sorte drue. Cabernet Sauvignon og Merlot vinene dækker intervallet mellem de to ydre 
vine. Vinene er valgt ud fra en subjektiv vurdering, og det er derfor interessant at se om 
objektive kemiske analysemetoder ville kunne skelne mellem vinene. Under 
forsøgsudførelsen vil vi gøre brug af ultraviolet/visuel spektroskopi, UV/Vis, og infrarød 
spektroskopi, IR, samt high performance liquid chromatograhpy, HPLC. Ved hjælp af 
UV/Vis-spektroskopi og HPLC vil vi blandt andet undersøge om det er muligt at kende 
forskel på vinene ud fra deres indhold af de naturlige farvestoffer, anthocyaniner. Herunder 
både koncentrationen og sammensætningen af anthocyaninerne. Brugen af IR-spektroskopi 
vil hjælpe med til at detektere andre forskelle i farvestofferne end deres anthocyaninindhold. 
 
Vi vil forsøge at redegøre for hvordan disse metoder på hver deres måde, eller sammen, kan 
være med til at klassificere, hvilken af de fire vine en ukendt prøve stammer fra. Derudover 
vil vi teste vores model med en prøve fra en vin lavet på Merlot druen, fra et andet årstal og 
område. I rapporten lægges der derfor stor vægt på, hvordan de enkelte metoder benyttes og 
hvordan de forskellige resultater vil hjælpe os frem til en konklusion. Desuden vil det blive 
undersøgt, om det er muligt at opstille en model for, hvordan man hurtigt og effektivt kan 
kende forskel på vine ved en objektiv vurdering. 
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6 Problemformulering 
Hvorledes kan de kemiske analysemetoder UV/Vis-spektroskopi, IR-spektroskopi og HPLC 
hjælpe til at klassificere rødvine efter druetype? 
 
Der vil blive lagt vægt på forskelle i farvestofferne, herunder specielt anthocyaniner i de fire 
forskellige rødvine. Det vil via eksperimentelt arbejde blive forsøgt at opstille en model for 
klassificering af de fire druetyper. Denne model vil blive afprøvet med en vin lavet på Merlot 
druen, men fra et andet kontinent og en anden årgang, end den modellen opstilles med. 
 
De kemiske analysemetoder, der er anvendt under forsøgsudførelsen, er valgt ud fra et ønske 
om at lave en bred analyse af rødvinene. UV/Vis-spektroskopi er valgt for at kunne se 
nærmere på vinenes farvestoffer og her specielt anthocyaninerne, da denne metode foretager 
en grundig analyse af det synlige spektrum. IR-spektroskopi er valgt for specifikt at kunne 
undersøge vinene uden for det synlige spektrum, for at se om der skulle være andre 
komponenter end anthocyaniner der har indflydelse på vinenes farvenuance. Ved brugen af 
HPLC ønskes det at lave en bred analyse af vinene. Inden HPLC tages i brug er det dog 
vigtigt at foretage en reproducerbarhedstest, for at se om de frembragte resultater vil kunne 
genskabes og om metoden dermed vil kunne skabe grundlag for opstilling af en model. Ved 
HPLC analyseres stoffer ved mange forskellige metoder og sammensætningen og 
kombinationen af disse resultater giver en dybdegående analyse af det pågældende stof. For at 
få et rent farvestof at lave HPLC på, blev stoffet inden målingen kørt igennem henholdsvis en 
reverse-phase og en ionbytter-kolonne. Begge kolonner havde til formål at binde 
anthocyaninerne i vinene og dermed skille opløsningsmidler fra og få de rene farvestoffer at 
analysere på.  
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7 Indførelse i emnet 
Med ca. 65 millioner tons årligt, er druehøsten verdens største frugthøst, hvor ca. 80 % af 
drueafgrøderne bliver brugt til fremstilling af vin og resten bliver brugt til spisedruer, rosiner, 
juice, olie og andre produkter (EMU). Ud af de ca. 9.000.000 hektar af vinranker, der bliver 
dyrket, står Europa for den største del, hvor Italien, Spanien og Frankrig står for ca. 40 % af 
dyrkningen (Mazza, 1995). 
 
Der findes 2 hovedgrupper inden for druer; europæiske og nordamerikanske. Over 95 % af 
alle producerede druer tilhører de europæiske druer i familien Vitis vinifera og de 
nordamerikanske druer tilhører V. labrusca og V. rotundifolia (Mazza, 1995). Nogle af de 
mest anvendte sorter indenfor fremstilling af rødvin er Cabernet Sauvignon, Merlot og Pinot 
Noir, der alle tilhører V. vinifera (EMU). Vi har valgt fire vine, fremstillet på kun én druesort: 
- Cabernet Sauvignon, Tarapaca, Maipo Valley, Wine of Chile, 2005. 
- Malbec, Christobal, Cosecha, Argentina, 2006. 
- Merlot, Tarapaca, Maipo Valley, Wine of Chile, 2006. 
- Pinot Noir Tarapaca, Casablanca Valley, Wine of Chile, 2006. 
Samt den vin der anvendes til at afprøve den opstillede model: 
- Merlot, Bellingham, Origin coastal region, 2005 
Efter at have søgt i litteraturen, mener vi, at en af de ting, der burde adskille druetyperne fra 
hinanden, er anthocyaninindholdet i vinen.  Herunder både koncentrationen af anthocyaniner 
og anthocyaninsammensætningen i vinene. Dette kan undersøges ved hjælp af UV/Vis og 
HPLC.  
 
Anthocyaniner (græsk; anthos: blomst, kyanos: blå) er naturlige farvestoffer og repræsenterer 
farverne rød, orange, blå og violet i blomster, frugter og andre plantedele (Pedersen, 2005). 
Farven varierer efter molekylets struktur, der er pH-afhængig. Ved pH 1, er anthocyaninerne 
røde, ved pH 3-4 rødviolette og ved pH 7 blå. Der findes 6 almindeligt forekommende 
grundstrukturer, kaldet anthocyanidiner, hvorpå forskellige substituenter i form af sukker-
grupper, syregrupper og alkoholer, kan varieres, hvilket giver mange strukturmuligheder, se 
Figur 2 og Figur 3 (Parbo, 1986). 
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Mængden og sammensætningen af anthocyaniner i røde druer varierer i høj grad efter art, 
sort, modenhed, sæsonens forhold og produktionsområde. Forholdene under gæringen og 
aldringen såsom varighed, temperatur, alkoholkoncentration, svovldioxid samt opbevaring har 
også en effekt på anthocyaninkoncentrationen i vinen (Versari, 2007). Vinens farve varierer 
med totalkoncentrationen og sammensætningen af anthocyaniner i vinen. Anthocyaninerne 
bidrager også til organoleptiske og kemiske egenskaber, da de vekselvirker med andre 
phenoliske forbindelser samt proteiner og polysakkarider (Mazza, 1995). Siden midten af 
1970’erne har man brugt HPLC til at forske i anthocyaniner. Det er siden hen blevet reverse 
phase chromatography, der ofte bruges til separationen af anthocyaniner og det er denne 
metode vi benytter os af, se afsnit 8.5.1.1 Reverse-phase chromatography side 28 (Mazza, 
1995). 
 
Vi vil også eksperimentere med IR-spektroskopi, for at se om der er andre forskelle end 
anthocyaninerne i de røde farvestoffer. Vi benytter os af en ATR-krystal, som vil være i stand 
til at måle på indtørrede prøver af vinen, se afsnit 8.3.2 IR-spektroskopi side 19. Ved 
indtørring vil der være en stærkere koncentration af farvestoffer, da alle opløsningsstoffer 
skilles fra.  
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8 Teori  
8.1 Indholdsstoffer i vine 
Der findes ca. 500 forskellige kemiske forbindelser i vin. Disse kemiske forbindelser inddeles 
i stofgrupper, se Tabel 1. Af disse stofgrupper, er der tre, som forekommer i store mængder, 
det er sulfitter, syrer og sukker / alkoholer. Derudover findes der flygtige stoffer, som har 
betydning for vinens duft og smag. Polyphenoler, såsom anthocyaniner, har betydning for 
vinens smag og farve. Nogle af svovlforbindelserne er også flygtige og har derfor også 
betydning for vinens duft, dog en negativ indflydelse, da duftene for eksempel beskrives som 
gummi, skrald eller petroleum. Mineralerne har ingen egentlig betydning for hverken duft 
eller smag, men har indflydelse på vinens stabilitet, da de kan forårsage udfældninger. Denne 
rapport beskæftiger sig med syrerne og en undergruppe af polyphenolerne, der hedder 
anthocyaniner (Broe, 2003).  
                
 Most (g/100ml) Vin (g/100ml) 
Sukkerstoffer 15-25 0,1-0,3 
Glukose 8-13 0,05-0,1 
Fruktose 7-12 0,05-0,1 
Pentoser 0,08-0,2 0,08-0,2 
Øvrige 0,03-0,1 0,03-0,05 
Alkoholer 0 8,5-16,5 
Ethanol 0 8,0-15,0 
Methanol 0 0,01-0,02 
Højere(fusel) 0 0,008-0,012 
Glycerol 0 0,3-1,4 
Aldehyder Spor 0,001-0,05 
Acetaldehyd - 0,002-0,02 
Organiske syrer 0,3-1,5 0,3-1,1 
Vinsyre 0,2-1,0 0,1-0,6 
Æblesyre 0,1-0,8 0,0-0,6 
Mælkesyre 0 0,1-0,5 
Øvrige syrer 0,01-0,05 0,1-0,2 
Polyphenoler 0,01-0,1 0,01-0,3 
Proteiner m.v. 0,03-0,17 0,01-0,09 
Tabel 1: Oversigt over indholdsstoffer både før og efter gæring (Efter Broe, 2003). 
 
For at kunne besvare problemformuleringen, er det relevant at se på, hvordan druer rent 
kemisk er sammensat. Herunder specielt hvilke stoffer der har indvirkning på druernes farve. 
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De faktorer, der har indflydelse på druers farver, er primært frugtsyreindholdet og 
anthocyaninindholdet. 
8.1.1 Frugtsyrer 
Frugtsyrer gør, at vinen får en frisk smag, samme smag som man kender fra citroner og 
appelsiner, der begge har et højt indhold af citronsyre. Udover at have indflydelse på smagen, 
spiller frugtsyrerne også ind på vinens farve, grundet pH’ens indvirkning på anthocyaninernes 
struktur. I vin findes der fire frugtsyrer, det er vinsyre, æblesyre, mælkesyre og citronsyre, se 
Figur 1 (Svendsen, 1999). 
 
 
Figur 1: Strukturerne af frugtsyrerne i vin. 
 
Disse syrer har forskellige egenskaber og forekommer i forskellige mængder. Forholdene, 
som de bliver dannet under, er også forskellige. Æblesyre, der er den sureste af frugtsyrerne, 
er afhængig af temperaturen, som druerne er dyrket ved. Mængden, som forekommer i 
druerne, falder des højere temperaturen er. Derfor afhænger mængden af æblesyre både af den 
geografiske beliggenhed og årstiden for dyrkningen. Både æblesyren og vinsyren forekommer 
i forholdsvis store mængder, men vinsyren er ikke klimaafhængig. Citronsyren forekommer 
naturligt, men bliver også tilsat som konserveringsmiddel. Mælkesyren derimod findes ikke 
naturligt i druemosten. Mælkesyre kan dog dannes under gæringen. Der forgår to typer 
gæring, under den første gæring omdannes sukker til ethanol og CO2. Efter den første gæring, 
kan en malolaktisk gæring finde sted. Her bliver æblesyre, der har en skarp smag, omdannet 
til mælkesyre, der har en blidere smag (Svendsen, 1999).  
vinsyre                                        æblesyre 
mælkesyre                                       citronsyre 
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Æblesyre (skarp smag)  →  Mælkesyre (blid smag)  + CO2 
 
Under lagring af vinen sker følgende oxidation: 
CH3CH2OH → CH3COOH 
Ethanol → Ethansyre (Eddikesyre) 
 
Hvis der dannes mere end 500 mg/l ethansyre, så smager vinen af eddike, hvilket bliver kaldt 
at være ’gået over’. 
 
De fleste rødvine gennemgår en malolaktisk gæring. Ved denne proces stiger pH’en, hvilket 
resulterer i at vinen mister noget af sin farve, se afsnit 8.1.2 Anthocyaniner side 12 (Pedersen, 
2005). 
8.1.2 Anthocyaniner 
Anthocyaniner er naturligt forekommende farvestoffer. De kommer til udtryk som orange, 
røde, violette og blå farver, de kendes blandt andet fra valmuer og kornblomster. Deres 
struktur er pH-afhængig og giver derfor ved strukturændring anledning til de forskellige 
farver. Den røde farve opstår ved lavere pH end den blå. Det er anthocyaniner, der giver vinen 
sin farve. Det følgende afsnit forklarer nærmere om anthocyaniner og specielt deres kemiske 
struktur (Pedersen 2005). 
 
Anthocyaniner er glykosider, hvilket betyder, at der er bundet sukkermolekyler til 
grundstrukturerne, der kaldes anthocyanidiner. Disse består af én fælles grundstruktur, hvorpå 
der bindes forskellige substituenter, se Figur 2. På figuren repræsenterer R enten 
hydroxygrupper (-OH) eller methoxygrupper (–OCH3). Derved fremkommer der nogle nye 
grundstrukturer, disse kaldes anthocyanidiner, se Figur 3. Anthocyanidinerne er den del af 
anthocyaninerne, der bestemmer farven. Sukkermolekylerne sidder oftest bundet på 3. 
og/eller 5. plads, og er oftest glukose. Derudover kan der også være syregrupper bundet til 
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sukkermolekylerne, så anthocyanidinerne er ofte kun en lille del af et stort molekyle (Sirne, 
2003). 
 
R
R
OH
OH
OH
OH
7
6
8
5
2
3
O+
1
4
 
Figur 2: Grundstrukturen for anthocyanidiner. 
 
På Figur 3 er grundstrukturerne af de seks anthocyanidiner, der forekommer i spiselige 
planter, vist. Sammen med grundstrukturen er sumformlen og molarmassen for hver 
grundstruktur også angivet. Disse oplysninger bruges blandt andet i analysen af HPLC-
dataene, se afsnit 12.5 HPLC side 55. 
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Figur 3: De seks mest almindelige anthocyanidiner. 
 
De viste anthocyanidingrundstrukturer er alle flavyliumioner. Flavyliumionformerne forekommer 
ved pH mindre end 2,5. Da pH’en i planternes celler ligger på 4-6, det vil sige et let surt til 
neutralt miljø, ændres strukturen af anthocyanidinerne. Ved en pH på 4-7 kan der opstå tre nye 
strukturer, de to af dem er anhydrobaser og den sidste er en pseudobase, se Figur 4 (Pedersen, 
2005). 
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Figur 4: Anthocyanidinstruktur ved pH-ændring. 
 
Anhydrobaserne er rødviolette og pseudobasen er farveløs. I det let sure til neutrale miljø, der 
findes i planterne, vil anhydrobaserne blive dannet, men de ville hurtigt omdannes til 
pseudobasen. Da anthocyaninerne alligevel kan være farvede, skyldes det at nogle af 
anhydrobaserne kan blive stabiliseret ved at danne komplekser med andre molekyler, der findes i 
vinen (Pedersen, 2005).  
8.2 Det synlige spektrum 
I daglig tale benyttes termen ”lys” om noget, vi kan se med det blotte øje. Dog er det synlige lys 
kun en lille del af det elektromagnetiske spektrum, der hele tiden omgiver os i form af 
elektromagnetiske bølger. De kemiske analysemetoder, UV/Vis og IR, der bruges i dette projekt, 
måler stoffers evne til at absorbere lys fra det ultraviolette til det infrarøde spektrum. 
 
Den synlige del af det elektromagnetiske spektrum, går fra bølgelængder på ca. 380 nm op til 
bølgelængder på ca. 740 nm, se Figur 5. Fordelt på dette spektrum ligger alle farver, der er 
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synlige for det menneskelige øje med violette farver ved lave bølgelængder og røde farver ved de 
høje bølgelængder. Et materiales evne til at reflektere bølgelængder i dette spektrum, afgør 
farven på materialet. Ses der på et rødt materiale, som belyses af sollys, kommer den røde farve 
af, at alle bølgelængder, undtagen bølgelængder i den røde del af det synlige spektrum, bliver 
absorberet. Når elektromagnetiske bølger rammer et stof, vil bølgen enten absorberes, reflekteres 
eller fortsætte udbredelsen i stoffet (Young og Freedman, 2004). 
 
Figur 5: Det elektromagnetiske spektrum (yorku). 
8.2.1 Absorbans 
UV/Vis- og IR-metoderne bygger på materialers evne til at absorbere elektromagnetiske bølger, 
derfor bliver teorien bag absorbans gennemgået i følgende afsnit. 
 
Absorbans er defineret som:  
I
I
A 0log=  
hvor 0I er intensiteten af det indfaldne lys og I er intensiteten af det transmitterede lys. 
 
I de fleste tilfælde er der en særlig sammenhæng, som siger, at absorbansen er proportional med 
lysvejen, l, og med koncentrationen af den absorberende partikel, c, der udtrykkes i Lambert-
Beers lov: 
( )1clA ⋅⋅= λε  
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Konstanten λε  kaldes ekstinktionskoefficienten og har enheden 
11 −−
⋅cmM . Den afhænger af 
bølgelængden. 
 
Den molære koncentration, c, er defineret som: 
( )2
V
n
c =  
hvor n er stofmængden i mol, og V er volumen i liter.  
n er defineret som: 
( )3
wM
m
n =
 
hvor m er masse i gram, Mw er molarmasse målt i g/mol. 
 
( )3 indsættes i ( )2  
( )4
wMV
m
c
⋅
=
 
( )4  indsættes i ( )1
 
( )1.1
wMV
mlA
⋅
⋅⋅= λε
 
(1.1) omskrives til: 
( )2.1
l
MA
V
m w
⋅
⋅
=
λε  
Ligningen (1.2) bruges til beregning af anthocyaninkoncentrationen, se afsnit 12.1 Udregning af 
anthocyaninkoncentration side 41. 
8.3 Spektroskopi 
Når vi i dag er i stand til at karakterisere kemiske forbindelser, skyldes det, at vi tillægger de 
enkelte kemiske komponenter ganske eksakte egenskaber. Det har derfor været nærliggende at 
bruge de kemiske forbindelsers lysabsorberende karaktertræk til en mere omfattende beskrivelse 
af stoffet på atomart niveau. Dette har dannet grundlag for en særlig disciplin inden for kemisk 
analyse, nemlig spektrokemisk analyse (Andersen, 1989). I dette projekt anvendes UV/Vis- og 
IR-spektroskopi. Ingen af metoderne er særligt velegnet til at identificere et specifikt stof, men da 
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der ikke ønskes en konkret analyse, men bare en relativ forskel mellem vinene, kan metoderne 
bruges til eventuelt at finde et fingeraftryk for sammensætningen af komponenter i vinene 
(Spanget-Larsen, 2008). 
8.3.1 Ultraviolet/visible spektroskopi (UV/Vis) 
Når hvidt lys bliver sendt igennem en farvet opløsning, som rødvin, er der en sammenhæng 
imellem opløsningens farve og det lys, der bliver absorberet. Når det hvide lys sendes i gennem 
den farvede opløsning, vil det transmitterede lys have en lavere intensitet i den del af 
spektrummet, hvor det absorberes. Det transmitterede lys er nu ikke længere hvidt, men vil 
optræde med komplementærfarven til farven på det lys, opløsningen har absorberet, jævnfør 
farvecirklen Figur 6 (Visible and Ultraviolet spectroscopy). 
 
Figur 6: Farvecirkel (cem.msu, redigeret)  
 
Ikke farvede opløsninger kan også absorbere lys, dog ikke i det visuelle spektrum, hvilket kan 
udnyttes i et spektrometer til koncentrationsbestemmelse. 
 
I ældre spektrometre sendtes hvidt lys igennem et prisme, som vist på Figur 7. Prismer separerer 
det hvide lys i de farver, det består af, ved at bøje lyset i forskellige grader efter hvilken 
bølgelængde det har. Ved at sende lys igennem et gitter opnås monokromatisk lys, lys med kun 
en bølgelængde. Det monokromatiske lys sendes igennem en kuvette indeholdende opløsningen. 
Intensitet af det lys, der ikke absorberes, måles derefter af detektoren (Andersen, 1989).  
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Figur 7: Lysets brydning i et prisme (cem.msu). 
I dag benyttes ikke prismer, men gitre, da disse er mere præcise (Spanget-Larsen, 2008). Ud fra 
mængden af lys, der absorberes, kan en koncentration beregnes, se afsnit 8.2.1 Absorbans side 
16. 
8.3.2 IR-spektroskopi 
Infrarød spektroskopi, IR, er en kemisk analysemetode til kvalitativ såvel som kvantitativ analyse 
af molekyler. Ved brugen af IR ønskes det at detektere variationer mellem vinene, der ikke 
nødvendigvis knyttes til anthocyaniner. IR-metoden er baseret på atomkernernes vibration i 
forhold til hinanden. En funktionel gruppe vibrerer ved en veldefineret frekvens, der afhænger af 
gruppens masse og det præcise bevægelsesmønster. Tunge atomer bevæger sig langsommere end 
lette. Bevægelserne kan inddeles i stræk af bindinger og bøjninger af bindinger. Bøjninger har 
generelt lavere frekvens end stræk (Risø). 
 
Stoffet belyses med infrarødt lys med varierende bølgelængde. For at vibrationen af molekylet 
bliver et niveau kraftigere, skal der tilføres en bestemt mængde energi.  Hvis fotonens energi er 
lig med den bestemte mængde energi, absorberes denne, mens fotoner med et andet energiniveau 
passerer stoffet. På et IR-spektrum afbildes den absorberede mængde lys (SHU). Toppene i 
området 4000-1000 cm-1 kan som oftest tildeles en bestemt funktionel gruppe, hvor toppene i 
området under 1000 cm-1 betegnes som ”fingeraftrykket”, da absorptionsmønstret ofte er for 
komplekst til at toppene kan skilles ad. Derved kan de ikke identificeres, men er til gengæld 
karakteristisk for hvert enkelt stof (Risø). I dette projekt benyttes FT-IR-metoden til at måle 
absorptionsspektret, hvor FT er en forkortelse for Fourier transform. 
 
IR-spektre kan tages af stoffer i både fast form og som væske. Resultatet af en IR-spektroskopisk 
undersøgelse angiver i procent, den mængde lys, der absorberes for hver bølgelængde. IR måler 
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på de bølgelænger, der ligger fra 700nm til 1mm (Socrates, 1994). Spektret justeres således at 
den kraftigste absorptionslinie svarer til 100 % (Andersen, 1989). FT-metoden gør det muligt at 
måle absorptionen i hele bølgeområdet med meget hurtige scanninger. Der foretages som regel 
16 scanninger, som summeres (Risø). 
Ved forsøgsudførelsen benyttes en ATR-krystal, attenuated total reflection, der er specifik for det 
spektrometer, der udfører målingen. Når der måles på et fast stof, ved brug af ATR-metoden, må 
der ikke være for meget afstand mellem prøven og ATR-krystallen, da måledybden fra 
krystaloverfladen kun er ca. 1µm (Risø). IR-stråling ledes via spejle gennem ATR-krystallen til 
prøven og til sidst gennem endnu et spejl til en detektor. Herefter overføres dataene og afbildes 
grafisk (Pike Technologies, 2004). 
8.4 Principal Component Analysis – PCA 
Principal Component Analysis, PCA, er en metode, der bruges til at finde forskelle og ligheder 
mellem forskellige datasæt. Kigges der på flerdimensionelle datasæt, det vil sige over 3 
komponenter, er PCA et specielt godt værktøj, da der ikke kan opstilles et grafisk billede af 
dataene og derfor kan det være svært at finde forskelle og ligheder med det blotte øje. En anden 
fordel ved PCA er, at man i nogle tilfælde kan mindske antallet af komponenter for datasættene, 
uden at det kommer til at have nogen indvirkning på det datasættene beskriver. Da matematikken 
bag PCA er forholdsvis kompliceret, benyttes en computer ved udregningerne. I de følgende 
afsnit vil de overordnede regneoperationer, der udføres under PCA, blive gennemgået. Det 
bemærkes at et vist kendskab til matematik er påkrævet ved gennemlæsning af metoden, 
heriblandt kendskab til matrixregning.  
 
Herefter følger en introduktion til PCA, for at give et indtryk af hvad der foregår, når der udføres 
PCA på datasættet. Figurerne i gennemgangen er fiktive og kun med for at fremme forståelsen af 
regneoperationerne. PCA bruges til at finde forskelle, som ikke direkte kan ses og anvendes 
blandt andet på UV/Vis- og IR-spektre. Figur 8 illustrerer fire UV/Vis-spektre, som vil blive 
brugt til gennemgang og forklaring af PCA. 
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Figur 8: Fire UV/Vis-spektre.  
På Figur 9 repræsenterer Q datasættet for de fire UV/Vis-spektre fra Figur 8. Stregen, der er 
indtegnet både på Figur 8 og Figur 9, er det sted, hvor værdierne, altså absorptionen, er størst. 
Dette sted markeres, da det forventes at det er muligt at finde en sammenhæng og størst variation. 
 
Figur 9: Datasættet, Q, for de fire UV/Vis-spektre. 
Q transponeres, altså vendes på højkant, således at nm er vertikalt og prøver horisontalt. Den 
transponerede Q kaldes QT. Den markerede kolonne, T, trækkes ud og ganges på QT. Resultatet 
bliver en vektor, som kaldes P1, der har en række, der er lige så lang som QT’s kolonner, se Figur 
10. 
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Figur 10: Transponeret Q, QT ganges sammen med den udvalgte kolonne og resultatet bliver vektoren P1. 
 
P1 er en ekstinktionskoefficient og jo større hældningen er på vektoren, når denne plottes, jo 
bedre, da dette betyder at forskellen på prøverne er større end hvis P1 var mindre stejl. P1 er med 
til at definere ligheder og forskelle mellem prøverne. Alt efter hvor meget forskel der er på 
prøverne, vil P1’s komponenter nærme sig 0, jo længere man bevæger sig væk fra den nm-værdi, 
der karakteriserer T. Dette betyder at der vil være god korrelation i det område, hvor den udtagne 
vektor T før befandt sig og dårlig korrelation når man bevæger sig væk fra T. God korrelation 
betyder, at forholdet mellem de forskellige spektre vil minde meget om forholdet, der er mellem 
komponenterne i T. Ved dårlig korrelation vil forholdet mellem spektrene ikke længere minde 
om forholdet ved T. Derfor vil man opnå dårlig korrelation, jo længere væk fra T man bevæger 
sig. Det kan med andre ord siges, at høje værdier i P1 betyder god korrelation, mens små værdier 
betyder dårlig (Mortensen, 2008).  
 
P1 transponeres, og den transponerede P1, kaldes for P1T. Det er herefter muligt at opstille et nyt 
datasæt ud fra T og P1T, se Figur 11. Dette datasæt vil beskrive den mængde af det originale 
datasæt, som P1 kan være med til at beskrive og kaldes Q1. 
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Figur 11: Eksempel på T·P1T=Q1 
 
Når T så ganges sammen med P1T, bliver resultatet værdierne for første top på spektrene, Q1, se 
Figur 12, da den sidste top ikke har nogen korrelation i forhold til første top og de sidste værdier i 
P1 gav tilnærmelsesvist nul. 
 
Figur 12: Q1 
 
Som det ses på Figur 8, har spektrummet med den laveste absorption ved top 1, ikke den laveste 
absorption, ved top 2. Det samme gælder for det spektrum med den højeste absorption ved top 1, 
heller ikke har den højeste absorption ved top 2. Da de to toppe ikke korrelerer, kan datasættet 
ikke kun beskrives ved én komponent. Derfor trækkes Q1 fra Q, for at finde den mængde af 
datasættet Q1 ikke vil være i stand til at beskrive, se Figur 13. 
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Figur 13: Q-Q1 
  
Viser denne mængde sig at være stor, udtages en ny vektor fra det tilbageblevne spektrum, for 
ved samme procedure at finde P2, således at det er muligt at finde et datasæt Q2. Hvis Q - Q1 - Q2 
viser sig at være tæt ved 0, hvilket det vil være i dette tilfælde, har man været i stand til, stort set, 
at definere Q ud fra 2 komponenter. Skulle det vise sig at der stadig var store dele af Q tilbage 
efter dette skulle processen gentages indtil Q var tilstrækkeligt reduceret, hvilket er illustreret på 
Figur 14. 
 
Figur 14: Viser hvor mange procent af et datasæt, der er tilbage at beskrive efter hver komponent, PC. 
 
Der findes en måde til at finde den egentlige procentvise del af et spektrum, der defineres ud fra 
de fundne ekstinktionskoefficienter, Pn’erne. Dette gøres ved at udtage en prøve, der ønskes 
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undersøgt, kvadrere samtlige værdier i denne og lægge disse sammen. Denne værdi bestemmer 
således 100 % af vores prøve. Derefter tager man den samme prøve, der faktisk bare er en vektor 
og ganger denne sammen med vektoren P1. Denne nye vektor trækkes nu fra den prøve, der 
ønskes undersøgt og samtlige værdier kvadreres og lægges sammen. Hvis den nye værdi 
eksempelvis kun er tre tiendedele størrelsen af den originale værdi, betyder dette at P1 har været 
med til at bestemme 70 % af den originale prøve. Dette gøres på ny med P2 og op til Pn, indtil en 
passende procentdel af dataene er blevet kortlagt. Det vil dog ikke være muligt at opnå en 100 % 
beskrivelse af dataene. Hvis en P-vektor viser sig kun at beskrive få procent eller ligefrem gør, at 
der beskrives mindre af den originale data ved at medtage denne, bør den udelades, således at 
man kun beskriver dataene med de komponenter, man har opnået indtil da. Et eksempel på en 
model, der beskriver hvor meget en komponent beskriver af et datasæt, kan ses på Figur 14 
(Mortensen, 2008). 
 
8.4.1 Komponenter 
Matematisk set vil det være teoretisk muligt at finde en 100 % beskrivelse af forskellene i et sæt 
af prøver. Problemet ligger i, at et andet datasæt, der er fundet ud fra de samme prøver, for det 
meste vil være lidt forskelligt fra det oprindelige datasæt. Dette kan for eksempel skyldes fejl i 
måleudstyret, forurenede prøver eller andet der er med til at skabe støj i spektrene. For at finde ud 
af hvor mange principal components, PC’er, det er hensigtsmæssigt at medtage i sine 
udregninger, således at der så vidt muligt undgås at modellere på støj, kan der køres et testsæt af 
data med Pn-vektorerne fra det originale datasæt. Når Q i testsættet af data ikke bliver mindre ved 
at trække Q1, Q2, …, Qn fra, men i stedet bliver større, er det fordi der nu i større grad modelleres 
på støj end på data fra spektrene, og det maksimale antal komponenter er fundet. I dette tilfælde 
ville Q blive større, når Q3, … , Qn, trækkes fra. 
Antallet af komponenter for en gruppe af prøver kan maksimalt være selve antallet af prøver. Ved 
udførelse af PCA undersøges, hvor stor en del af et datasæt én komponent kan beskrive. Antallet 
af komponenter, der kræves for at definere datasættet, kan formindskes, da irrelevante 
komponenter undlades. I dette eksempel vil datasættet i teorien kunne defineres ud fra 2 
komponenter, da der er to toppe, hvor spektrene adskiller sig fra hinanden. Det er altså antallet af 
benyttede P-vektorer, der bestemmer antallet af komponenter i den endelige beskrivelse af 
datasættet (Mortensen, 2008). 
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P1 ganges nu sammen med Q1 for at finde den T1 vektor, der er vektoren, der ligger ved Q1’s top, 
præcis som vektoren T, der ligger ved Q’s top se Figur 15. 
 
Figur 15: 111 TPQ =⋅  
Denne T1 vil i høj grad ligne T. Dette vil ses hvis disse plottes mod hinanden, da de vil danne en 
tilnærmelsesvis ret linie. T1 vil dog ikke være helt på størrelse med T, da dette ville betyde at 
spektrene ville være fuldstændig ens. Det er de enkelte værdier i vektorerne T1, T2,…, Tn der er 
datasættets PC’er. Det er disse PC-værdier der plottes mod hinanden for at finde de endelige 
forskelle mellem prøverne. Dette betyder at prøver, der minder om hinanden, vil ligge tæt op ad 
hinanden i et (PC1, PC2)-koordinatsystem, mens prøver, der ikke minder om hinanden, vil ligge 
adskilt fra hinanden, se
 
Figur 16
 
 
Figur 16: Eksempel på PC1 og PC2 plottet mod hinanden. 
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Retningen af PC’erne er bestemt af retningerne af de tilhørende P-vektorer, hvilket betyder at de 
ligger ortogonalt på hinanden. Dette betyder også at det kun vil være muligt at plotte PC-
værdierne, hvis datasættet kan bestemmes ud fra højst 3 komponenter, da det ikke kan plottes i 
over 3 dimensioner (Mortensen, 2008). 
 
8.4.2 Klassifikation 
Hvis man ender med at have flere end tre PC’er, eller har besvær med at se en forskel i et plot 
med de fundne PC’er, er det muligt at lave regression på sine data med metoden Principal 
Component Regression, eller PCR. Dette gøres ved at opstille en fiktiv T vektor, der fremover 
kaldes Y, med komponenterne ( )n,,3,2,1 L  alt efter hvor mange prøver, der var i det originale 
datasæt. Disse komponenter kaldes R, for de forskellige prøver og er de forudbestemte R-
værdier. Derefter udføres de samme operationer på Y som på T, men med P-vektorerne 
tilhørende T-vektorerne. Y kan nu beskrives ud fra ligningen 
restTTaTaY +++= L2211 . Da T1, 
T2,…, Tn er fundet i forhold til en P, der er bestemt ud fra T, er det nødvendigt at gange T1, T2,…, 
Tn med en skalar a1, a2,…, an. De enkelte komponenter i Tn-vektorerne kaldes for henholdsvis 
R1, R2,… Rn, for de forskellige prøver og kaldes de forudsagte R-værdier. Det er disse 
komponenter, der skal plottes med R-komponenterne, for at opstille en regressionskurve, se Figur 
17
.  
 
 
Figur 17: Eksempel på en regressionskurve. 
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Man kan på denne måde forudsige placeringen af en tilfældig prøve ved at gange komponenterne 
i spektret med P-vektorerne. Dette giver en enkelt værdi, en for hver P-vektor, der derefter 
ganges med de forskellige a-værdier, for at få en finde en R-værdi. Værdien af denne R, vil nu 
ligge forholdsvist tæt på et af tallene: 1, 2, …, n alt efter hvilken prøve spektret blev taget fra 
(Mortensen, 2008). 
8.5 Kromatografi 
Kromatografi er en teknik, der anvendes til at adskille og identificere kemiske forbindelser i en 
given blanding. Oprindeligt blev denne teknik anvendt til at skille grønne farvestoffer i blade ad 
(Bioweb). Der findes indtil flere former for kromatografi, men ved eksperimenterne anvendes 
HPLC.  
8.5.1 High Performance Liquid Chromatography  
HPLC er en metode, der benyttes til, med høj præcision, at adskille komponenter i opløste 
blandinger. Metoden går ud på, at en opløsning, indeholdende de stoffer, der ønskes identificeret, 
føres igennem en kolonne med et fast stof. Opløsningen kaldes for den mobile fase og kolonnen 
kaldes den stationære fase. De forskellige stoffer, i den mobile fase, vil begynde at vandre 
gennem den stationære fase med forskellig hastighed. Man kan derved identificere stofferne i den 
mobile fase ud fra den tid, det tager for de enkelte komponenter at komme igennem den 
stationære fase. Derudover kan man bestemme mængden af stof i det materiale, prøven kommer 
fra, ved at se på den mængde, der kommer ud af kolonnen til de enkelte tider (ASRG).  Der 
findes fem forskellige måder at udføre HPLC på, og derudover et par enkelte undermetoder, der 
kun benyttes i mindre omfang. De fem metoder er som følger: Normal-fase, reverse-phase, 
ionbytter, størrelseseksklusion og affinitetskromatografi. Sammensætning og valg af stationær og 
mobil fase afhænger af hvilken metode der benyttes, samt hvilken stoftype man ønsker at 
undersøge (Weston og Brown, 1997). Principperne bag reverse-phase chromatography vil blive 
beskrevet herunder, da denne metode benyttes under eksperimenterne.  
8.5.1.1 Reverse-phase chromatography 
Reverse-phase chromatography er, som nævnt, den mest benyttede form for HPLC. Denne form 
for kromatografi benytter sig af en upolær stationær fase og en polær mobil fase (Weston og 
Brown, 1997). Den mobile fase, tilsat stoffet der ønskes identificeret, bliver ført gennem en 
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kolonne med den stationære fase. Stoffets forskellige komponenter vil nu bevæge sig gennem 
kolonnen med en hastighed, der dels er afhængig af det tryk, hvormed den mobile fase føres 
gennem kolonnen, samt de enkelte komponenters affinitet for både den mobile og den stationære 
fase. Jo mere en komponent tiltrækkes af den mobile fase, jo hurtigere vil den blive ført gennem 
kolonnen, og jo mere den tiltrækkes af den stationære fase, jo langsommere vil den blive ført 
gennem kolonnen (ASRG). 
8.5.1.2 Den mobile fase 
Den mobile fase består af et opløsningsmiddel, typisk vand tilsat et mindre polært 
opløsningsmiddel som f.eks. methanol eller acetonitril. Det er den mobile fase, der er bærer af det 
stof, der ønskes analyseret. Den mobile fase bliver konstant tilført kolonnen, hvori den stationære 
fase befinder sig, og fører derved også stoffet, der ønskes analyseret, gennem kolonnen (Weston 
og Brown, 1997). 
8.5.1.3 Den stationære fase 
Den stationære fase består normalt af en silicium partikkel påsat en funktionel gruppe R. De mest 
anvendte grupper er alkylgrupper som, -CH3, -C4H9, -C8H17, -C18H37 samt phenyl-, cyano- og 
aminogrupper. Tiden, det tager for stoffet, at nå gennem kolonnen, stiger eksponentielt med 
længden af den funktionelle gruppes kæde (Weston og Brown, 1997). 
8.5.1.4 HPLC – Metode og apparatur 
Stoffet, der ønskes analyseret, indsprøjtes i injektoren, hvorefter pumpen fører den mobile fase 
ind i injektoren, hvor det blandes med stoffet. Derefter pumpes blandingen gennem kolonnen og 
videre ind i detektoren. Detektoren danner herefter et plot over de oplysninger, der er at finde om 
stoffet, se Figur 18.  
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Figur 18: HPLC-opstilling (AAU) 
8.5.2 Ekstraktion 
I det følgende afsnit vil kemien bag reverse-phase C18-kolonnen og ionbytter-kolonnen blive 
gennemgået, da disse anvendes til oprensning af vinen før HPLC-analysen. 
8.5.2.1 Opbygning af reverse-phase C18-kolonne 
Reverse-phase C18-kolonnen indeholder en stationær fase, der består af små silica-partikler, 
hvorpå der er bundet C18-kæder, se Figur 19. 
 
 
Figur 19: Den stationære fase i Reverse-phase C18-kolonne (Harris, 2007). 
 
Da C18-kæderne er stærkt upolære, tiltrækker de upolære stoffer, der binder sig til kæderne. 
Meget polære molekyler såsom sukkerarter og små organiske syrer samt små ioner binder sig 
ikke til C18-fasen og fortsætter gennem kolonnen. Anthocyaninerne, der er polære og har en 
positiv ladning, binder sig alligevel til C18-kæderne, da størrelsen gør at de kan vende den polære 
del væk fra kæderne. Ved at eluere kolonnen med 2,5 % myresyre i methanol, bliver 
anthocyaninerne frigivet. Denne metode benyttes for at mindske mængden af molekyler i 
opløsningen, hvilket gør at HPLC-kromatogrammet bliver simplere (Lund, 2008).  
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I eksperimenterne benyttes en HLB-kolonne, Hydrophilic-lipophilic balance, fra Waters. Denne 
kolonne er ikke baseret på silica, men på to monomere, der danner et polymert netværk, hvor af 
den ene del er hydrofil og den anden er lipofil, se Figur 20 (Waters, 2006). 
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Figur 20: HLB-kolonne. Blå markerer den hydrofile monomer og gul markerer den lipofile monomer (efter Waters, 2006). 
 
Denne kolonne kan derfor også binde polære stoffer i modsætning til en traditionel reverse-phase 
C18-kolonne (Lund, 2008). 
8.5.2.2 Opbygning af ionbytter-kolonne 
Ionbytter-kolonnen er en kationbytter-kolonne og er karakteriseret ved at indeholde en stor 
mængde syregrupper, der binder kationer, altså positive ioner. Disse syregrupper er sulfonsyrer, 
hvis korresponderende svage base er sulfonat, SO3-, hvortil der er bundet natriumioner, Na+ 
(Lund, 2008). 
 
I eksperimentet benyttes en MCX-kolonne, mixed-mode cation-exchange, fra Waters. Denne 
kationbytter-kolonne er både en svag reverse-phase og ionbytter-kolonne, se Figur 21. 
Ionbytningseffekten er stærk og dominerer derfor (Waters, 2006). 
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Figur 21: MCX-kolonne. Blå markerer den hydrofile monomer, gul markerer den lipofile monomer og orange markerer 
kationbytter gruppen (Efter Waters, 2006). 
 
Anthocyaninerne er kationer i surt miljø, pH mindre end 2,5, og de binder sig stærkere til 
sulfonat end natriumioner, derved erstatter anthocyaninerne natriumionerne. Ved at eluere 
kolonnen med meget saltsyre, HCl, frigives anthocyaninerne, da følgende ligevægt forskydes 
mod venstre: 
+→
←
++− +−+− AHSOHASO 33  
 
Når kolonnerne kombineres, fjernes stort set alle andre molekyler end anthocyaninerne fra vinen. 
Dette gøres ved først at ekstrahere med MCX-kolonnen og derefter med HLB-kolonnen. MCX-
kolonnen fjerner anioner og neutrale molekyler fra vinen og HLB-kolonnen fjerner polære stoffer 
(Lund, 2008). 
9 Materialer 
Cabernet Sauvignon, Tarapaca, Maipo Valley, Wine of Chile, 2005. 
Malbec, Christobal, Cosecha, Argentina, 2006. 
Merlot, Tarapaca, Maipo Valley, Wine of Chile, 2006. 
Pinot Noir Tarapaca, Casablanca Valley, Wine of Chile, 2006. 
Merlot, Bellingham, origin coastal region, 2005. 
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9.1 UV/Vis 
Kaliumchlorid-buffer, natriumacetat-buffer, saltsyre, demineraliseret vand, ethanol, pH-meter, 
engangspipetter, kuvette, vægt, magnetomrører + magnet, bægerglas, målekolber og UV/Vis-
apparatur. 
9.2 IR 
Methanol, ethanol, 2,5 % myresyre i methanol, demineraliseret vand, reagensglas, HLB-
kolonner: 6 cm3, vakuumkammer, reagensglas, varmeskab og IR-apparatur 
9.3 HPLC 
Methanol, ethanol, 2,5 % myresyre i methanol, demineraliseret vand, MilliQ-vand, HLB-
kolonner: 6 cm3, MCX-kolonner: 6 cm3, vakuumkammer, vials, reagensglas og HPLC-apparatur.  
10 Fremgangsmåder 
10.1 Subjektiv vurdering af vinene 
(Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot og Pinot Noir). 2 cl. af hver vin hældes på 4 ens tallerkner, 
hvorefter farverne vurderes. 
10.2 pH-måling af vinene 
pH-meteret kalibreres med en buffer på pH 4. Vinenes pH måles.  
10.3 Måling på ren vin (UV/Vis) 
Der måles først på en referencekuvette med demineraliseret vand, hvorefter der foretages 5 
målinger af hver vin med fortyndingen 1:50 i demineraliseret vand. Der laves nye fortyndinger 
efter hver måling. 
10.4 pH-differential metode  
Denne metode anvendes til beregning af mængden af anthocyaniner i blandt andet vine. pH 
justeres til pH 1 og pH 4,5, for at anthocyaninerne skal befinde sig på henholdsvis den røde form 
og på den farveløse form. Derefter afbildes der to spektre, hvor absorbansværdierne ved 520 nm 
og 700 nm aflæses, og de trækkes fra hinanden. Dette gøres for at kunne finde absorbansen af de 
røde farvestoffer, uden støjen i spektret. Farvestofferne absorberer ved 520 nm, og støjen i 
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spektret ligger ved 700 nm. De to differenser trækkes fra hinanden for at få absorptionen af 
anthocyaninerne alene, da der ved 520 nm findes andre stoffer, der kan absorbere, som ses ved 
differensen af værdierne ved pH 4,5, da anthocyaninerne er farveløse ved denne pH. 
 
Der benyttes to opløsninger; kaliumchlorid-buffer (0,025 M KCl), hvor pH justeres med HCl til 
pH 1 og natriumacetat-buffer (0,4 M OHNaCOCH 223 3⋅ ), hvor pH justeres med HCl til pH 4,5. 
Vinen opløses i de to buffere. 
Absorbansen måles ved hjælp af UV/Vis ved 520 nm og 700 nm for begge opløsninger. 
( ) ( ) 5,47005201700520 pHpH AAAAA −−−=  
Molvægten, wM , er angivet til 449,2
 
molg / , der er en gennemsnitsvægt for anthocyaniner. 
Ekstinktionskoefficienten, λε , er angivet til 26900 11 −− ⋅cmM . 
Den beregnede absorbans, molvægten og ekstinktionskoefficienten indsættes i (1.2), se side 16, 
og koncentrationen af anthocyaniner beregnes (Nielsen og Nielsen, 2006). 
10.5 Måling på pH-justeret vin (UV/Vis) 
Der måles først på en referencekuvette med 10 % ethanol i demineraliseret vand, hvorefter der 
foretages 5 målinger af hver vin med fortyndingen 1:10 i henholdsvis bufferen med pH 1 og 
bufferen med pH 4,5 fra pH-differential metoden, altså 10 målinger pr. vin. Der laves nye 
fortyndinger efter hver måling. 
10.6 IR-målinger 
Ekstraktet fra en HLB-kolonne af hver vin overføres til reagensglas og sættes til indtørring i et 
tørreskab i 48 timer. Efter indtørring skrabes det faste stof ud af reagensglasset og overføres til 
ATR-krystallen. Stoffet koncentreres på krystallen ved brug af et stempel. Der laves to prøver på 
hver vin. Mellem forsøgene renses krystallen omhyggeligt.  
10.7 Ekstrahering med HLB-kolonne til IR og HPLC 
(Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot og Pinot Noir). Dette sker i et vakuumkammer. 
HLB-kolonnen aktiveres med ca. 10 mL methanol og skylles med 10 mL - 20 mL demineraliseret 
vand. Herefter tilsættes 8 mL vin og skylles efter med 10 mL - 20 mL demineraliseret vand. 
Kolonnen eluereres med 1,5 mL methanol med 2,5 % myresyre. Elueringen sker ved lavt sug. 
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Ekstraktet overføres til vials og indsættes i HPLC-apparaturet. Se appendiks 1 for solvent 
gradient elution program. 
10.8 Ekstrahering med MCX-kolonne til HPLC 
(Merlot). Dette sker i et vakuumkammer. 
MCX-kolonnen aktiveres med ca. 10 mL methanol og skylles med 10 mL - 20 mL 
demineraliseret vand. Herefter tilsættes 8 mL vin og skylles efter med 10 mL - 20 mL 
demineraliseret vand. Kolonnen eluereres med 3 mL methanol, demineraliseret vand og HCl (25 
% demineraliseret vand, 25 % HCl og 50 % methanol). Elueringen sker ved lavt sug. Først 
ekstraheres der med MCX-kolonnen, og ekstraktet fortyndes med 37 mL demineraliseret vand, 
hvorefter opløsningen ekstraheres med en HLB-kolonne, hvor der denne gang bliver skyllet med 
milliQ-vand. Det endelige ekstrakt bliver overført til vials og indsat i HPLC-apparaturet. Se 
appendiks 1 for Solvent gradient elution program. 
11 Forsøgsresultater 
11.1 Subjektiv vurdering af vinene. 
Malbec vinen viser sig at have en rødviolet farve, hvorimod Cabernet Sauvignon, Merlot og Pinot 
Noir har en lys rødbrun nuance. Pinot Noir har samme farvenuance, som Cabernet Sauvignon og 
Merlot, men er klart lysere og adskiller sig derfor markant fra de to vine med samme 
farvenuancer. Merlot og Cabernet Sauvignon er ud fra et subjektivt synspunkt ganske ens. 
 
Figur 22: De fire vine. Fra venstre Malbec, Cabernet Sauvignon, Merlot og Pinot Noir. 
11.2 Vinenes målte pH-værdi 
Cabernet Sauvignon   pH 3,50 
Malbec    pH 3,50 
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Merlot    pH 3,47 
Pinot Noir    pH 3,43 
11.3 UV/Vis 
Figur 23 viser UV/Vis-spektre for samtlige prøver, både den ikke pH-justerede, pH 1 og pH 4,5. 
På UV/Vis-spektret afbildes stoffets absorbans over bølgelængde. 
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Figur 23: UV/Vis-spektrum med samtlige vinprøver. 
11.4 IR 
IR-spektret viser stoffets absorbans over bølgelængder. For resterende IR resultater, se appendiks 
2. 
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Figur 24: IR-resultat for Cabernet Sauvignon vist som eksempel. 
11.5 HPLC 
HPLC måles med UV/Vis- og massespektrofotometer, og ud fra dette kan forskellige 
kombinationer opnås. På Figur 25 i øverste venstre hjørne, ses absorbansen som funktion af 
tiden. HPLC-apparatet er indstillet til kun at måle absorptionen af bølgelængderne fra 519,5 nm 
til 520 nm, da anthocyaniner absorberer elektromagnetiske bølger med ca. den bølgelængde. 
Absorptionen måles i mikro AU. De anførte værdier er relative og skal derfor ganges med 
9,2·105. På Figur 25 i øverste højre hjørne, ses den relative mængde af stof, der løber igennem 
HPLC-kolonnen som funktion af tiden.  For at finde den totale mængde af stof ganges den 
relative mængde med 5,09·108. På Figur 25 i nederste venstre hjørne, ses det totale UV/Vis-
spektrum for det stof, der løb gennem kolonnen til tiden 26,78 minutter. Grafen kan også 
udformes til at vise gennemsnittet af alle UV/Vis-spektrene over en given periode. Absorbansen 
er relativ og skal derfor ganges med 8,29·105. På Figur 25 i nederste højre hjørne, ses den 
mængde og molekylevægt af de forskellige stoffer, der er ført gennem HPLC-kolonnen. Ud fra 
kendskabet til stoffernes molekylevægt, er det muligt at identificere de forskellige stoffer. 
Udføres funktionen ms2 på det enkelte stof, kan visse grupper af stoffet sorteres fra. For eksempel 
kan funktionen fjerne en sukkergruppe fra en anthocyanin, således at det er muligt at bestemme 
den pågældende anthocyanins grundstruktur. For resterende HPLC-resultater, se Bilag 1- Bilag 3 
side 67-69 og appendiks 4. 
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Figur 25: HPLC-resultater for Malbec vist som eksempel. 
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11.6 Reproducerbarhedstest 
Reproducerbarhedstest lavet på Malbec-vin for at validere HPLC-resultater. For resterende 
spektre fra reproducerbarhedstesten, se appendiks 3. 
 
Figur 26: Eksempel på repsoducerbarhedstest af Malbec vinen. Her relativ mængde over tid.  
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11.7 MCX-kolonne 
På Figur 27 ses resultatet af eksperimentet med MCX- og HLB-kolonner, der udføres, for at se 
om resultatet vil give simplere kromatogrammer. 
 
Figur 27: Resultat af HPLC ved brug af MCX- og HLB-kolonner. 
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11.8 Delkonklusion 
Da eksperimenterne med MCX-kolonnen og pH-værdierne viste sig ikke at have indflydelse på 
den endelige konklusion følger her en delkonklusion for de to eksperimenter og de udelukkes 
derfor fra den videre databehandling. Derudover følger en konklusion på 
reproducerbarhedstesten, da resultatet af denne har betydning for den videre HPLC-
databehandling. 
11.8.1 pH-værdier 
Som tidligere nævnt varierer strukturen på anthocyaniner ved forskellige pH-værdier. pH i vinene 
måles for at sikre, at strukturerne er de samme, og pH derfor ikke er en faktor, der skal tages 
højde for. Da alle 4 vine kun varierer inden for et pH-interval på 0,07, estimeres det at pH-
værdierne er så tæt på hinanden, at de ikke har nogen indflydelse på strukturerne. 
11.8.2 Eksperiment med MCX-kolonne. 
Der blev eksperimenteret med brug af MCX-kolonne, for at forbedre graferne, lavet ud fra 
ekstraktet fra HLB-kolonnerne. Det blev konkluderet, at selvom resultatet var en smule bedre, var 
forbedringen ikke tilstrækkeligt til at bruge 2 kolonner hver gang. 
11.8.3 Vurdering af reproducerbarhed 
Denne test blev foretaget på Malbec-vinen og består af den prøve, der vil blive refereret til i 
rapporten og tre reproducerbarhedsprøver. Ud fra graferne, se appendiks 3, kan det konkluderes 
at prøverne kan reproduceres, hvilket betyder, at alle HPLC-dataene kan sammenlignes. 
12 Databehandling 
12.1 Udregning af anthocyaninkoncentration 
Ved hjælp af UV/Vis og pH-differential metoden, beregnes koncentrationen af 
anthocyaninindholdet i vinene. Udregningen vises kun for Malbec. 
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Den fundne koncentration er koncentrationen i kuvetten og for at finde koncentrationen i vinen 
ganges med 50, da forholdet er 1:50. 
LgLg /1753,050/10506,3 3 =⋅⋅ −  
Koncentrationen af anthocyaniner i Malbec er 0,1753 g/L 
Udregnet koncentration for Cabernet Sauvignon: 0,1043 g/L 
Udregnet koncentration for Merlot: 0,1257 g/L 
Udregnet koncentration for Pinot Noir: 0,0524 g/L 
12.2 UV/Vis 
Samtlige absorbansværdier over 2, svarende til bølgelængderne 190 nm – ca. 350 nm, fjernes, da 
absorbansen er logaritmisk defineret. Dette betyder at der ved en absorbansværdi på over 2, 
transmitteres under 1 % lys, hvilket resulterer i for stor usikkerhed i målingen. Figur 23 viser et 
UV/Vis-spektrum over samtlige målinger, også de, ved beregningen, udeladte værdier. 
 
Figur 28 viser gennemsnittet af målingerne for hver enkelt vin ved pH 1. Pinot Noir ligger 
væsentligt lavere end de andre vine og Malbec har tydelig større absorbans i det røde spektrum. 
Cabernet Sauvignon og Merlot er svære at skelne, da der ikke er markant forskel på de to. Disse 
forskelle stemmer overens med resultatet af den subjektive vurdering. 
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Figur 28: UV/Vis-spektret viser gennemsnitet af prøverne for hver enkelt vin ved pH 1.  
 
 
PCA udføres på datasættet og det ses at MER01A skiller sig markant ud fra de andre Merlot-
værdier og udelades derfor i den videre databehandling, se Appendiks 5. Der udføres en ny PCA 
og på denne ses det tydeligt at det er muligt at skelne mellem de fire vine, se Figur 29. Prøverne 
er vist med en blå prik efterfulgt af prøvens navn, se Tabel 2 for komplet liste over navne. 
Værdierne for Pinot Noir vinen ligger for sig selv i I kvadrant, værdierne for Malbec vinen ligger 
i II kvadrant, mens Merlot og Cabernet Sauvignon ligger i III kvadrant. Selvom disse ligger i 
samme kvadrant, er der en klar adskillelse.  
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Figur 29: PCA for pH 1. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
 
Herefter udføres regression, hvor værdien 1 gives til Cabernet Sauvignon, 2 til Merlot, 3 til 
Malbec og 4 til Pinot Noir som en ny variabel, se Figur 30. Dette udføres for at kunne forudsige 
placeringen af eventuelle nye prøveresultater og derved være i stand til at identificere en vin. 
Førsteaksen er den forudbestemte værdi og andenaksen er den forudsagte værdi. Det vil sige at 
placeringen kun kan variere på andenaksen.  
 
Der er to måder at konkludere på modellens brugbarhed. Først kigges på hældningskoefficienten 
og skæringen med andenaksen. Når en ret linje går igennem punkterne 1, 2, 3 og 4, skærer linjen 
i 0,0 og har en hældningskoefficient på 1. Den anden måde er ved hjælp af 
regressionskoefficienten.  
 
Boksen i venstre hjørne på Figur 30 viser de relevante værdier for regresionen. Elements fortæller 
hvor mange prøver, der indgår i beregningen af regressionskurve. Slope er 
hældningskoefficienten på linjen, her er 0,997. Offset er skæringen med andenaksen og 
correlation er regressionskoefficienten. Jo tættere den er på 1, jo bedre er modellen. RMSEP, root 
mean square error prediction, er standardafvigelse, SEP, standard error prediction, er (RMSEP)2 
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og kaldes for variansen. Bias er det linien skal forskydes for at skære i (0,0). Dog anvendes kun 
regressionskoefficenten, som et udtryk for hvor god modellen er. 
 
Figur 30: Regression pH 1. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
 
Tabel 2 viser de numeriske værdier for regressionskurven. Disse værdier er fundet ved at gange 
regressionskoefficienterne på spektralkurverne for samtlige UV/Vis-spektre med undtagelse af 
den prøve, man ønsker at forudsige placeringen af. På den måde kan man forudsige, hvor den 
pågældende prøve burde ligge på regressionskurven. Jo tættere værdien ligger på de 
forudbestemte Y-værdier, jo mere præcis er modellen. Det vil sige, at forudsagt Y skal have 
mindst mulig afvigelse fra forudbestemt Y, som er den forudbestemte variabel. Den procentvise 
afvigelse mellem den forudsagte og forudbestemte Y-værdi ses yderst til højre. 
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Tabel 2: Regressionsværdier ved pH 1. 
 
Hvis afvigelsen til de forudbestemte Y-værdier, lå omkring 50 %, ville det give problemer med at 
identificere en vinprøve, da afvigelsen ville betyde at prøven ville ligge mellem to druetyper.  
 
På Figur 31 ses gennemsnittet af målingerne for hver enkelt vin ved pH 4,5. Pinot Noir ligger 
væsentligt lavere end de andre vine, men på dette spektrum er de tre resterende vine svære at 
skelne, da der ikke er markant forskel på deres spektre. 
 
 Forudbestemt Y-værdi Forudsagt Y-værdi Afvigelse i % 
CS01A 1 0,874 -12,60 
CS01B 1 1,081 8,10 
CS01C 1 1,053 5,30 
CS01D 1 1,062 6,20 
CS01E 1 1,011 1,10 
MER01A 2 Ikke medregnet - 
MER01B 2 1,924 -3,80 
MER01C 2 1,957 -2,15 
MER01D 2 1,964 -1,80 
MER01E 2 2,059 2,95 
MAL01A 3 2,849 -5,03 
MAL01B 3 3,063 2,10 
MAL01C 3 3,047 1,57 
MAL01D 3 2,979 -0,70 
MAL01E 3 3,074 2,47 
PN01A 4 4,089 2,23 
PN01B 4 4,047 1,18 
PN01C 4 3,949 -1,28 
PN01D 4 3,958 -1,05 
PN01E 4 3,953 -1,18 
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Figur 31: UV/Vis-spektret viser gennemsnitet af prøverne for hver enkelt vin ved pH 4,5.  
 
 
Figur 32 viser PCA for værdierne for spektrene ved pH 4,5, se Tabel 3 for liste over prøvernes 
navne. Kigges der på PCA i planen, vil Merlot og Cabernet Sauvignon ligge tilnærmelsesvist 
oven i hinanden. Det har derfor været nødvendigt at opstille det i rummet, hvorved værdierne 
stadig vil ligge i klynger, adskilt fra de andre vintyper. Det vil sige at det har været nødvendigt at 
beskrive systemet ved hjælp af tre komponenter. Herefter vil processen være den samme som ved 
pH 1. 
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Figur 32: PCA af værdierne ved pH 4,5. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
 
På Figur 33 ses regressionskurven for prøverne ved pH 4,5. Der kan igen konkluderes at det 
muligt at skelne mellem de fire vine ved hjælp af regression. Der er 99 % sikkerhed, for at 
modellen klassificerer en prøve fra en af de fire vine korrekt, da regressionskoefficienten er 0,99. 
 
Figur 33: Regression af værdierne ved pH 4,5. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
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Tabel 3 viser regressionsværdierne for pH 4,5 samt afvigelse i procent. 
 Forudbestemt Y-værdi Forudsagt Y-værdi Afvigelse i % 
CS45A 1 0,930 -7,00 
CS45B 1 1,028 2,80 
CS45C 1 1,042 4,20 
CS45D 1 1,093 9,30 
CS45E 1 1,057 5,70 
MER45A 2 2,056 2,80 
MER45B 2 2,052 2,60 
MER45C 2 1,863 -6,85 
MER45D 2 1,961 -1,95 
MER45E 2 1,955 -2,25 
MAL45A 3 2,931 -2,30 
MAL45B 3 2,866 -4,47 
MAL45C 3 3,031 1,03 
MAL45D 3 3,115 3,83 
MAL45E 3 3,070 2,33 
PN45A 4 3,942 -1,45 
PN45B 4 4,025 0,63 
PN45C 4 3,981 -0,48 
PN45D 4 3,993 -0,18 
PN45E 4 4,054 1,35 
Tabel 3: Regressionsværdier for pH 4,5 
 
Figur 34 viser gennemsnittet af målingerne for hver enkelt, ikke pH-justeret, vin. Pinot Noir 
ligger væsentligt lavere end de andre vine. De tre resterende vin er svære at skelne og der er 
meget støj i spektene. 
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Figur 34: UV/Vis-spektret viser gennemsnitet af prøverne for hver enkelt vin, som er ikke pH-justeret. 
 
Der er også udført målinger på ikke pH-justerede vinprøver. Resultaterne viser det samme som 
ved pH 1 og pH 4,5. Det er også muligt at skelne mellem vintyperne, når der ikke er ændret ved 
pH-værdien, se Figur 35. Se  
Tabel 4 for liste over navnene på prøverne. Fremgangsmåden er den samme, dog er værdien 
REPN2 fjernet, da den skilte sig markant ud fra de øvrige prøver, se appendiks 6. Også denne 
gang var det nødvendigt at observere PCA i rummet, for at se adskillelsen af klyngerne. 
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Figur 35: PCA for ikke pH-justerede værdier. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
 
Figur 36 og  
Tabel 4 viser regressionen af værdierne for de ikke pH-justerede vine, samt afvigelse i procent. 
På Figur 36 ses at regressionskoefficienten er 0,996. 
 
Figur 36: Regression for ikke pH-justerede værdier. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
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Tabel 4: Regressionsværdier for ikke pH-justerede værdier 
 
12.2.1 Delkonklusion af UV/Vis-databehandling  
Det kan konkluderes, at man, ved hjælp af UV/Vis og computerbaseret dataanalyse på en hurtig 
og enkelt måde, er i stand til at identificere vintyperne med ca. 99 % sikkerhed uanset pH-værdi. 
12.3 Efterprøvning af model 
Fremgangsmåden ved blindtesten foregår som beskrevet tidligere under måling af ikke pH-
justerede vine og pH-justerede vine. Til blindtesten benyttes en vin lavet på Merlot druen, der 
benævnes Merlotsyd, da den er produceret i Sydafrika. UV/Vis-resultaterne for Merlotsyd indsættes 
i PCA-modellen, se  Figur 37 - Figur 39.  
 
 Forudbestemt Y-værdi Forudsagt y-værdi Afvigelse i % 
RECS1 1 1,012 1,19 
RECS2 1 1,041 3,94 
RECS3 1 1,02 1,96 
RECS4 1 1,026 2,53 
RECS5 1 1,004 0,40 
REMER1 2 1,936 -3,31 
REMER2 2 2,172 7,92 
REMER3 2 1,928 -3,73 
REMER4 2 1,739 -15,01 
REMER5 2 2,02 0,99 
REMAL1 3 3,057 1,86 
REMAL2 3 2,961 -1,32 
REMAL3 3 2,961 -1,32 
REMAL4 3 2,994 -0,20 
REMAL5 3 3,033 1,09 
REPN1 4 4,024 0,60 
REPN2 4 Ikke medregnet - 
REPN3 4 3,911 -2,28 
REPN4 4 3,924 -1,94 
REPN5 4 4,127 3,08 
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 Figur 37: PCA-plot af Merlotsyd, SYD1, ved pH 1. 
 
På  Figur 37 ses resultatet af PCA af de fire vine og Merlotsyd ved pH 1 (betegnet SYD1). Det ses, 
at den nye vin ligger i området omkring Cabernet Sauvignon og Merlot. For at udpege præcis 
hvilken druetype Merlotsyd hører til ved pH 1, foretages en forudsigelse ved hjælp af PCR. 
Resultatet af forudsigelsen viste, at Merlotsyd ligger tættest på Cabernet Sauvignon-værdierne. 
Dertil er der en afvigelse på 35,15 %, der beskriver den afstand Merlotsyd-værdien har fra den pH-
justerede Merlot vin den oprindeligt skulle gruppere med, se appendiks 7A.  
 
 
Figur 38: PCA-plot af Merlotsyd, SYD45, ved pH 4,5. 
 
54 af 93 
 
På Figur 38 ses resultatet af PCA af de fire vine og Merlotsyd ved pH 4,5 (betegnet SYD45). 
Værdierne for Merlotsyd ligger i området ved Cabernet Sauvignon og Merlot. På samme måde, 
som ved pH 1, bestemmes druetypen ved hjælp af PCR til at være Merlot. Afvigelsen ved pH 4,5 
er 13,05 %, se appendiks 7B.  
 
 
Figur 39: PCA-plot af ikke pH-justeret Merlotsyd, RESYD. 
 
På Figur 39 ses PCA-resultatet fra de fire vine og Merlotsyd og alle ikke pH-justerede vine. Her 
klassificeres druen på samme måde ved hjælp af PCR, som ved pH-justerede vine og Merlotsyd 
forudsiges at tilhøre Malbec druen. Afvigelsen for denne prøve er 54,80 %, se appendiks 7C. 
12.4 IR-spektroskopi 
Der blev kørt PCA på IR-dataerne. Ved brug af PCA var det dog ikke muligt at gruppere dataene 
og derved adskille druetyperne fra hinanden. Se Figur 40. 
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Figur 40: PCA for IR. Prøverne er markeret med en prik efterfulgt af dennes navn. 
12.4.1 Delkonklusion af IR- spektroskopi databehandling 
Da databehandlingen ved brug af PCA ikke var i stand til, at identificere de fire vine efter 
druetype, derfor er der ikke videre databehandling af IR-resultaterne.  
12.5 HPLC 
Ved HPLC-analysen foretages UV/Vis- og massespektrofotometriske målinger på 
vinekstrakterne. Ud fra disse vælges tre kromatogrammer, se Bilag 1 - Bilag 3 side 67 - 69. Bilag 
1 viser absorptionen til tiden, i minutter, i intervallet fra 519,5 nm - 535,5 nm, fra UV/Vis. Dette 
interval indeholder absorptionen af de røde farvestoffer. Bilag 2 viser et gennemsnit af UV/Vis-
spektret fra Bilag 1, i tidsintervallet ca. 25 min til 38,5 min. Bilag 3 viser et massespektrum, hvor 
molarmasser af forskellige komponenter kan aflæses. 
 
For at undersøge om resultatet er det samme hver gang, og om det derfor er muligt at kunne 
sammenligne HPLC-resultaterne for de 4 vine, blev der foretaget en reproducerbarhedstest. 
Resultatet viste, at eksperimentet kan reproduceres, hvilket gør, at de forsøg der blev foretaget på 
de andre vine, under tilsvarende forhold, kan sammenlignes. Dette bygger på bl.a. gennemsnittet 
af UV-spektret ved 519,5 nm - 535,5 nm fra ca. 25 min til 39 min, hvor det ses, at den første top 
har den samme værdi, nemlig 286 nm, hvorimod top nr. 2 svinger fra 533 nm -537 nm, hvilket 
estimeres at være en ubetydelig afvigelse. Derudover er afvigelserne ubetydelige i de tre andre 
spektre. Det ses dog, at intensiteten er anderledes, men det er de samme ioner, se appendiks 3. 
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Havde resultaterne ikke været reproducerbare, kunne HPLC-dataene ikke bruges, da forholdene 
ikke kunne genskabes. 
 
På Bilag 1 ses at alle fire vine har en top, der ligger i tidsrummet fra 26,77 min – 27,45 min. De 
har også flere toppe, der ligger samlet i intervallet fra 32 min – 36 min. Cabernet Sauvignon har 
flest toppe i dette interval, både veldefinerede og mindre tydelige. Spektret for Merlot og 
Cabernet Sauvignon minder om hinanden, da de begge har både veldefinerede og nogle mindre 
tydelige toppe. Spektret for Malbec har nogle enkelte veldefinerede og få mindre tydelige toppe, 
hvorimod Pinot Noir har nogle enkelte veldefinerede og mange utydelige toppe.  
 
På Bilag 2 ses at spektrerne hver har to toppe, som næsten er placeret samme sted på de fire 
spektre, alligevel er der en hvis variation. Der kigges dog kun på toppen ved ca. 520 nm, da det er 
i dette område, anthocyaninerne absorberer, se Tabel 5. 
 
 2.top(nm) 
Cabernet Sauvignon 523,0 
Malbec 535,0 
Merlot 528,0 
Pinot Noir 520,0 
Tabel 5: Oversigt over absorptionstoppe fra UV/Vis.  
 
Af denne tabel ses det, at Pinot Noir absorberer ved den laveste bølgelængde 520 nm, mens 
Malbec absorberer ved den højeste 535 nm, i mellem disse to yderpunkter ligger Cabernet 
Sauvignon ved 523 nm og Merlot ved 528 nm. Der er her tale om nm-værdien for toppenes 
højeste punkt. 
 
Ud fra Bilag 3 ses at Pinot Noir adskiller sig markant, da denne helt mangler toppene 353,0 
g/mol, 560,0 g/mol og 639,0 g/mol, der udtrykker molarmassen af molekylerne. Disse toppe er 
højst sandsynlig anthocyaniner, men det har ikke været muligt at identificere dem. Dette 
underbygger også at Pinot Noir er lysere da de andre vine dermed indeholder flere forskellige 
anthocyaniner, samt intensiteten er lavere hvilket ses især på toppene 331,2 g/mol og 493,0 
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g/mol. Toppen for Pinot Noir ved 331,2 g/mol er den relative mængde ca. 3, for Cabernet 
Sauvignon ca. 28, for Malbec ca. 44 og for Merlot ca. 70. Ved toppen 493,0 g/mol er den relative 
mængde 4 for Pinot Noir, 42 for Cabernet Sauvignon, 48 for Malbec og 95 for Merlot. Disse to 
toppe kan identificeres ud fra kendskabet til anthocyanidinernes molarmasse, se Figur 3 side 14, 
og glukoses (C6H12O6) molarmasse, som er M = 180 g/mol. Toppen ved 493 g/mol kan 
identificeres som anthocyanidinen Malvidin med en glukose gruppe. Da der frigives vand ved 
binding mellem Malvidin og glukose, bliver den molarmasse, der lægges til Malvidin 162 g/mol, 
altså M = 331 g/mol + 162 g/mol = 493 g/mol, og dermed er den første top på 331,2 g/mol altså 
Malvidin. 
13 Diskussion 
Resultaterne af de tre kemiske analysemetoder er svært forenelige og kan derfor ikke bruges til at 
opstille en samlet model for klassificering af vinene. Af denne grund gennemgås resultaterne 
enkeltvis for hver analysemetode. 
13.1 UV/Vis 
Modellen er kun gældende for præcis de 4 vine i forsøget – dog antages adskillelsen at gælde 
generelt. Alle resultater er gode på nær MER01A og REPN2. På UV/Vis-spektrene kan det ses at 
prøverne ved pH 1 har større absorbans i det røde spektrum end prøverne ved pH 4,5 og 
prøverne, der ikke er pH-justeret, se Figur 28, Figur 31 og Figur 34. Dette stemmer overens med 
at anthocyaninerne er på deres røde form ved lave pH-værdier. Støjen på UV/Vis-spektret for 
ikke pH-justerede vine kunne mindskes ved at fortynde mindre, men da en sammenligning 
ønskes mulig, blev alle målingerne udført med samme fortyndingsforhold. Prøverne ved pH 1 
kan, ved hjælp af PCA, beskrives ved to komponenter, hvorimod prøverne ved pH 4,5 og de ikke 
pH-justerede vine skal adskilles ved tre komponenter. Resultaterne af regressionsanalysen viser 
at, regressionskoefficienten ved pH 1 er 0,9970, ved pH 4,5 er den 0,9975 og ved de ikke pH-
justerede vine 0,9980. Dette viser at, de rene vine i teorien er bedre, men da koefficienterne 
adskilles af titusinde dele er der mere tale om måleusikkerheder i eksperimentet end egentlige 
afvigelser. Placeringen af vinene på regressionskurven kan forudsiges med 99 % sikkerhed og 
derved identificere den pågældende vin. Det ville først blive et problem at identificere en 
vinprøve, hvis afvigelsen til de valgte Y-værdier var omkring 50 %, da en sådan værdi ville ligge 
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mellem to forskellige vine. I praksis ville man opleve problemer med at klassificere vinprøverne 
allerede ved afvigelser over 30 %, da man ved afvigelser tæt på 50 % ikke ved om afvigelsen har 
oversteget eller ligger under 50 %, da en faktisk afvigelse på 60 % fra én vin vil fremgå som en 
afvigelse på 40 % fra en anden. Dette er ikke aktuelt for vores projekt, da vores største afvigelse 
er på 15,01 %, og størstedelen ligger under 5 %. 
 
Anthocyaninkoncentrationerne af de forskellige vine er henholdsvis for Malbec: 0,1753 g/L, 
Cabernet Sauvignon: 0,1043 g/L, Merlot: 0,1267 g/L og Pinot Noir: 0,0524 g/L. Koncentrationen 
af anthocyaniner i Cabernet Sauvignon forventedes at ligge på niveau med Merlot, grundet den 
subjektive vurdering af farverne i vinene. Malbec vinen havde den mørkeste farve, og 
koncentrationen af den ligger som forventet, da Malbec havde klart den højeste koncentration ved 
koncentrationsberegning. Pinot Noir forventedes at udskille sig ved en bemærkelsesværdig lavere 
koncentration, grundet den svage farve af vinen, hvilket også passer fint med beregninger. Pinot 
Noir, som er den lyseste vin, burde have haft et andet koncentrationsforhold end 1:50, måske 
1:10, men for bedre at kunne sammenligne resultaterne visuelt, blev målingerne fortaget på de 
samme koncentrationer.  
 
For at efterprøve modellen af UV/Vis-dataene, laves der målinger på en ny vin med samme 
druetype, men fra anden årgang og kontinent. Dette vælges, for at disse faktorer ikke skal spille 
ind på klassificeringen af druetypen. Det ses at Merlotsyd klassificeres til at være tre forskellige 
druetyper, henholdsvis Cabernet Sauvignon, Merlot og Malbec. Den bedst forudsagte placering i 
PCA er ved pH 4,5, hvor Merlotsyd bliver forudsagt at tilhøre druetypen Merlot med en afvigelse 
på 13,05 %. Ved pH 1 forudsiges Merlotsyd at tilhøre druetypen Cabernet Sauvignon med en 
afvigelse på 35,15 %. Den ikke pH-justerede Merlotsyd tilhørte Malbec druen ved forudsigelsen, 
og afvigelsen ved denne var 54,80 %. Prøven med den mindste afvigelse, 13,05 %, er også 
klassificeret korrekt som værende en Merlot drue. Dette betyder, at klassificeringen ved pH 4,5 er 
den mest præcise, af de tre metoder. Ved pH 1 er afvigelsen meget større og prøven bliver 
klassificeret, som den forkerte druetype. Det kan have indflydelse på klassificeringen af 
Merlotsyd, at Merlot og Cabernet Sauvignon er svære at adskille i PCA, fordi de ligner hinanden. 
Den ikke pH-justerede Merlotsyd bliver klassificeret som Malbec, med en afvigelse på 54,80 %, 
hvilket er det dårligste resultat, da afvigelsen er høj, og Malbec og Merlot i PCA er meget 
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adskilte. Klassificeringen af den ikke pH-justerede Merlotsyd er svær at lave, da de tidligere 
prøver med den ikke pH-justerede Merlot drue i forvejen ligger spredt.  
 
 Afvigelserne for Merlotsyd vurderes til at være store sammenlignet med de fire vines værdier, og 
derved er det en usikker metode til at klassificere druerne. Dog viste eksperimentet med pH 4,5, 
at der kan laves en korrekt klassificering af druen, og samtidig er afvigelsen her den mindste.  
 
13.2 IR 
Der blev gennemført målinger med IR-spektroskopi på de fire vine uden et anvendeligt resultat. 
Der var ingen visuel forskelle i spektrene, og ved udførsel af PCA på datasættene blev der 
ligeledes ikke detekteret nogen forskel, se appendiks 2. Indtørring af vinen var nødvendig for 
måling på ATR-krystallen, men resultatet af indtørringen er tilsyneladende for usikker i forhold 
til et brugbart resultat i spektrene. Dette kan skyldes, at vi rent kemisk ikke ved, hvad 
konsekvenserne er for sammensætningen af stofferne i vinen efter tørring. Kompleksiteten i 
mængden af stoffer er stadig for stor på trods af brugen af HLB-kolonner. Brugen af HLB-
kolonner gør at, der kigges hovedsageligt på farvestofferne i vinen, der med sikkerhed absorberer 
i det synlige spektrum. Anthocyaninerne absorberer i det infrarøde spektrum, men da der også er 
andre stoffer, der absorberer her, er det med til at komplicere analysen. Mange af usikkerhederne 
kan fjernes ved brugen af et spektrofotometer, der kan lave målinger på flydende stoffer. 
13.3 HPLC 
Spektrene fra HPLC-analysen viser i høj grad en adskillelse mellem Pinot Noir og de resterende 
tre vine. Spektrene kan skelnes fra hinanden og af denne årsag fravælges PCA-analyse. Ydermere 
ville mængden af data ikke have været tilstrækkelig til en fyldestgørende PCA-model. 
 
Første top, se Bilag 1 side 67, ligger næsten ens på de fire spektre, men intensiteten af de røde 
farvestoffers absorption varierer fra drue til drue. I intervallet fra 32 min - 36 min varierer 
mængden og tydeligheden af toppe. Denne variation gør, at der kan ses en forskel på spektrene.. 
På Bilag 2 side 68 ses det, at Malbec absorberer ved den højeste bølgelængde, 535 nm, mens 
Pinot Noir absorberer ved den laveste, 520 nm, Cabernet Sauvignon og Merlot ligger mellem 
disse to yderpunkter ved henholdsvis 523 nm og 528 nm. Absorption ved en lav bølgelængde i 
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det grønne område af det synlige spektrum, vil have en lys rød som komplementærfarve, 
hvorimod absorption i den høje ende af det grønne område vil have en mørkere rød 
komplementærfarve, hvilket stemmer over ens med den subjektive vurdering. Her fremstod 
Malbec mørkere end Cabernet Sauvignon, Merlot og Pinot Noir, der var klart lysest. Dette 
understøttes af resultaterne fra anthocyaninkoncentrationsberegningen. Massespektrummet, se 
Bilag 3 side 69, viste en tydelig forskel på Pinot Noir og de tre andre vine. Pinot Noir mangler en 
del toppe, som Cabernet Sauvignon, Malbec og Merlot har. Bilag 1 side 67 kigger på absorption i 
området 519,5 nm - 520,5 nm, men Pinot Noir er den eneste af de fire vine, hvis maksimale 
absorption er i dette interval. På Bilag 2 side 68 ses det, at ekstraktet fra Malbec vinens 
maksimale absorption er ved 535 nm. Dette kan være grunden til, at denne ikke skiller sig ud på 
spektrummet i Bilag 1 side 67. Intervallet er valgt ud fra at det røde farvestof transmitterer der, 
men Malbec er rødviolet og transmitterer derfor ikke kun i det røde område, men også i det 
violette. 
 
For at forbedre spektrene af vinene ekstraheret med HLB-kolonner, blev der eksperimenteret med 
brugen af MCX-kolonner. For at få de reneste anthocyaniner blev der brugt en HLB- og en 
MCX-kolonne. Ekstraheringen med MCX-kolonnen var en smule bedre end ekstraheringen med 
kun HLB-kolonnen, dog ikke i tilstrækkelig grad til at det kunne betale sig hverken økonomisk 
eller resultatmæssigt.  
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14 Konklusion 
Formålet med dette projekt var, at undersøge muligheden for at skelne mellem vine lavet på 
forskellige druetyper. Computerbaseret databehandling af UV/Vis-resultaterne for Cabernet 
Sauvignon, Malbec, Merlot og Pinot Noir gør det muligt at klassificere druetyperne i de fire vine. 
Det er muligt at opstille en model for klassificering af druetyper og derved afprøve denne med en 
ny Merlot vin. Modellen blev opstillet for ikke pH-justeret, pH 1 og pH 4,5. Ved efterprøvning af 
denne viste testen af modellen for pH 4,5, som den eneste, at kunne klassificere druen korrekt.  
 
Resultaterne af IR-spektroskopi viser ingen signifikant forskel på vinene, hverken i spektrene 
eller ved computerbaseret databehandling. Ud fra IR-analysen i denne undersøgelse er det ikke 
muligt at indhente information om druetyperne i vinene. 
 
Med den nuværende mængde af HPLC-data er det ikke muligt at lave en klassificering af 
druetyperne ud fra sammensætningen af anthocyaniner, men vinene kan dog adskilles fra 
hinanden. Pinot Noir vinen fremstår markant anderledes i forhold til de andre vine, der har mange 
fællestræk. 
 
Det er umiddelbart ikke muligt at klassificere druetyper i rødvine ved at kombinere de tre 
analysemetoder, men ved hjælp af UV/Vis synes det at være muligt at opstille en brugbar model. 
Ud fra IR og HPLC kan der ikke opstilles brugbare modeller.  
15 Perspektivering 
Yderligere undersøgelser af dette felt kan gøres med et større datasæt. Da landet, årgangen og 
jordbundstypen har indflydelse på anthocyaninindholdet i vinene og derved spektrene i de 
kemiske analyser, kunne det undersøges, om databehandlingen af eksperimenterne ville 
klassificere druerne fra deres oprindelsessted eller efter druetype ved en videregående analyse. 
Det samme gør sig gældende angående årgange på vinene og hvilken jordbund, druerne er dyrket 
i.  
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For at få en bedre klassificering, ved PCA-modellen, burde eksperimentet have indeholdt flere 
forskellige vine, lavet på samme drue, for at efterprøve hypotesen om at kunne adskille de 
forskellige druetyper.  
 
For at få et fingeraftryk, indeholdende mange stoffer i vinen, kunne målinger laves på ren 
indtørret vin, i modsætning til målingerne på ekstrakterne. Endvidere kunne der anvendes andre 
kolonner end HLB-kolonnen for at mindske mængden af stofferne i analysen eller for at isolere 
andre komponenter i vin. Derudover kunne målingerne udføres med et spektro-fotometer, der kan 
analysere på flydende stoffer. 
 
Databehandling af HPLC kunne udvides til identifikation af specifikke anthocyaniner og deres 
substituenter ud fra massespektret. For at kunne klassificere en druetype ud fra HPLC, kunne der 
foretages flere tests på vine med det eneste fællestræk, at de er brygget på samme drue. 
 
Aromaprofilen af vinene kunne også give et fingeraftryk af vinene. Der kunne ses på de flygtige 
stoffer for at danne en profil af de forskellige druetyper.  
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20 Appendiks 
Appendiks 1 
 
Solvent gradient elution program 
Solvent A: H2O + 2,5% HCOOH 
Solvent B: ACN (acetonitril) 
Solvent C: Methanol 
 Tid/min Flow(ml/min) A(%) B(%) C(%) 
0.00 0.20 95 0 5 
0.33 0.20 95 0 5 
10.00 0.20 85 5 10 
26.00 0.20 75 10 15 
29.50 0.20 65 15 20 
32.60 0.20 50 30 20 
40.00 0.18 40 30 30 
40.30 0.20 20 30 50 
45.00 0.20 20 30 50 
45.30 0.20 95 0 5 
55.00 0.20 95 0 5 
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Appendiks 2 
2A – IR-resultater for Cabernet Sauvignon 
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2B – IR-resultater for Malbec
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2C – IR-resultater for Merlot
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2D – IR-resultater for Pinot Noir 
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3B – Malbec 
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3C – Malbec rep1 
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3D – Malbec rep2 
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3E – Malbec rep3 
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Appendiks 4 
4A – HPLC-resultater for Cabernet Sauvignon 
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4B– HPLC-resultater for Malbec 
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4C – HLPC-resultater for Merlot 
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4D – HPLC-resultater for Pinot Noir 
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Appendiks 5 
5A – UV/Vis-spektrum af Merlot prøverne ved pH 1 
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5B – PCA af prøverne ved pH 1 
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Appendiks 6 
6A – UV/Vis-spektrum af Pinot Noir prøverne, hvor pH ikke er justeret. 
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6B – PCA af ikke pH-justerede prøver 
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Appendiks 7 
7A – Forudsigelse pH 1 
 
Prøve Forudbestemt Y-værdi Forudsagt Y-værdi Afvigelse i % 
CS01A 1 0,895 -10,50 
CS01B 1 1,066 6,60 
CS01C 1 1,045 4,50 
CS01D 1 1,053 5,30 
CS01E 1 1,011 1,10 
MER01A 2 1,66 -17,00 
MER01B 2 1,937 -3,15 
MER01C 2 1,957 -2,15 
MER01D 2 1,974 -1,30 
MER01E 2 2,052 2,60 
MAL01A 3 2,878 -4,07 
MAL01B 3 3,053 1,77 
MAL01C 3 3,037 1,23 
MAL01D 3 2,981 -0,63 
MAL01E 3 3,062 2,07 
PN01A 4 4,07 1,75 
PN01B 4 4,038 0,95 
PN01C 4 3,958 -1,05 
PN01D 4 3,969 -0,78 
PN01E 4 3,962 -0,95 
SYD1 (2) 1,297 -35,15 
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7B – Forudsigelse pH 4,5 
 
Prøve Forudbestemt Y-værdi Forudsagt Y-værdi Afvigelse i % 
CS45A 1 0,924 -7,60 
CS45B 1 1,013 1,30 
CS45C 1 1,026 2,60 
CS45D 1 1,07 7,00 
CS45E 1 1,03 3,00 
MER45A 2 2,043 2,15 
MER45B 2 2,033 1,65 
MER45C 2 1,91 -4,50 
MER45D 2 1,969 -1,55 
MER45E 2 1,97 -1,50 
MAL45A 3 2,969 -1,03 
MAL45B 3 2,891 -3,63 
MAL45C 3 3,013 0,43 
MAL45D 3 3,089 2,97 
MAL45E 3 3,055 1,83 
PN45A 4 3,955 -1,13 
PN45B 4 4,02 0,50 
PN45C 4 3,986 -0,35 
PN45D 4 3,995 -0,13 
PN45E 4 4,039 0,98 
SYD45 (2) 2,261 13,05 
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7C – Forudsigelse ikke pH-justerede vine 
 
Prøve Forudbestemt Y-værdi Forudsagt Y-værdi Afvigelse i % 
RECS1 1 0,971 -2,90 
RECS2 1 1,03 3,00 
RECS3 1 1,016 1,60 
RECS4 1 1,022 2,20 
RECS5 1 1,01 1,00 
REMER1 2 2,019 0,95 
REMER2 2 2,064 3,20 
REMER3 2 1,964 -1,80 
REMER4 2 1,871 -6,45 
REMER5 2 2,025 1,25 
REMAL1 3 3,043 1,43 
REMAL2 3 2,969 -1,03 
REMAL3 3 2,969 -1,03 
REMAL4 3 3,006 0,20 
REMAL5 3 3,028 0,93 
REPN1 4 4,021 0,53 
REPN3 4 3,938 -1,55 
REPN4 4 3,944 -1,4 
REPN5 4 4,091 2,28 
RESYD (2) 3,096 54,80 
 
 
 
 
 
